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棉铃 虫 核 型 多 角 体 病 毒 的 基因 组 物理 图 谱 
金明 洁 次 家 权 


(中国 科学 院 武 汉 病 毒 研究 所 ) 


摘要 ”应 用 杂交 法 和 混合 获 解 法 组 建 棉 铃 虫 《及 cliothis armigera) 核 型 多 角 体 病 窒 (HaNPV) 的 基 
' 央 组 物理 图 谱 。 确 定 了 Xhol 酶 解 位 点 的 全 部 顺序 ， 部 分 确定 了 Pstd 和 BamHEI 醇 解 片段 的 顺序 和 它们 
对 Xhol 位 点 的 相对 位 置 。 

关键 词 。” 棉铃 虫 ” 核 型 多 角 体 病 者 ”基因 组 物理 图 谱 zZ” ”限制 性 内 切 酶 DNA 杂交 


棉铃 虫 是 一 种 杂 :食性 害虫， 可 为 害 许多 农作物 如 玉米 、 烟草 番茄 小 麦 等 。 对 棉 化 的 
危害 更 是 十 分 严重 。 利用 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 (HaNPV) 作为 杀 虫 剂 具有 良好 的 效 
果 。 组 奸 焕 丛 贝 核 型 多 人 角 体 病夫 基因 组 的 物 蝇 图 游 ,对 更 深 人 研究 大 基因 的 条 构 功能 ， 
对 棉铃 虫 的 生 防 工作 都 具有 一 定 的 意义 。 

本 实验 主要 采用 杂交 法 和 多 了 艇 混合 水 解法 (Miller 和 Dawes, 1979; Smith 和 . Sum- 
"mers，1979; Maniatis 等 ，1982) 对 HaNPV 基因 组 进行 物理 图 谱 省 的 组 建 。 现 将 结果 报 
道 如 下 。 / : 

材料 与 方法 

一 、HaNPV 的 来 源 及 NPV-DNA 的 提纯 

HaNPV 武汉 株 为 多 粒 包 埋 核 型 多 和 角 体 病毒 。 由 本 所 二 室 提 供 。 

NPYV 的 提纯 采用 常规 方法 。 取 经 病毒 感染 路 病 死亡 的 虫 己 腐烂 后 的 液体 经 反复 差 
速 离心 与 蔗糖 梯度 离心 ， 得 到 初步 提纯 的 NPV， 然 后 加 入 10% SDS， 使 其 终 浓度 为 
:0.1% ,37°C 保温 30 分 钟 ,稀释 10 倍 ,离心 去 除 SDS， 再 经 几 次 着 速 离心 ， 光 锐 下 可 见 均 
一 的 多 和 角 体 。 

直接 从 多 角 体 中 抽 提 DNA (金明 洁 和 蔡 宜 权 ,1985)。 将 纯化 的 NPY 最 浮 于 TE 
:缓冲 液 中 (0.02M Tris.HCIL pH7.6，0.001M EDTA), 用 Proteinase K，SDS, EDTA 
处理, 然后 用 茶 酚 和 握 仿 进行 抽 提 ,乙醇 沉淀 。DNA 溶解 TE 缓冲 液 中 , 置 于 4s 备用 。 

二 、DNA 的 限制 性 内 切 酶 谱 分 析 
1. 单 酶 与 双 酶 消化 DNA 用 Xhol、PstI[、BgLl BstEII、Ec oRI、BamHI 和 ALul 
等 限制 性 内 切 酶 消化。 每 微克 DNA 加 和 人 了 酶 是.1 一 3 单位 。 备 醇 佣 反 应 体系 参照 《Mo- 
lecular Cloning》(Maniatis，1982)， 具体 条 件 与 钨 者 前 段 工作 相同 (金明 洁 等 ,1985)。 

汉 酶 消化 分 为 两 组 ，Xhol 十 PstI,Xhol 十 BamHI。 其 酶 解 反应 体系 与 Xhol 酶 解 肥 
应 体系 相同 (Maniatis，1982). 六 hol 十 PstI 双 了 酶 解 是 1 微克 DNA 中 加 入 4 单位 六 hol， 
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3 单位 Psd，37s@ 反应 2 小 时 。 Xhol 十 BamHI 双 酶 解 是 1 微克 DNA 中 加 入 4 单 
Xhof，3 单位 BamHI，37C 反应 2 小 时 。 

电泳 采用 0.75% 斑 脂 糖 族 胶 按 常规 方法 进行 。 

2.DNA 酶 解 片 段 克 分 子 数 的 测定 DNA 各 酶 解 片 段 克 分 子 数 通 过 扫描 测定 (Smith 
和 Summers。1978)。 用 Joyce Loebl 扫描 仪 对 电泳 图 谱 负 片 扫描 ,通过 定 积分 近似 计算 
求 出 各 扫描 峰 面 积 。 


梯形 公式 ， 4 二 [y 十 ys 十 20% 十 思 十 .… 十 1)] 


取 6 一 0.5， 从 扫 摘 图 上 查 出 各 峰 % 一 六 的 数值 ,根据 上 述 樟 形 公式 求 出 各 峰 面 积 . 
4A。 以 各 峰 面 积 4 的 对 数 对 该 片段 的 电泳 迁移 率 作 图 ， 相 同 克 分 子 数 的 片 眉 在 同一 直线 
上 。 . 

3. DNA 量 解 片段 分 子 量 的 测定 ”了 到 HindHI，Sall 所 消化 的 + DNA 作为 标准 ， 
以 各 片段 的 分 子 量 对 该 片段 的 电泳 迁移 率 作 图 制 成 标准 曲线 。 根据 酶 解 DNA 片段 的 
出 泳 迁 移 率 ,从 剑 谁 曲线 上 碍 市 近似 分 子 量 。 

三 、DNA 片段 的 分 子 杂 交 

1. DNA 记 成 的 洗 脱 与 回收 ”将 电泳 后 的 琼脂 糖 兹 胶 用 澳 化 乙 锭 染色 ,让 紫外 分 析 仪 
下 团 下 所 击 的 DNA 带 。 将 攻 有 DNA 各 的 凝 了 脱 放 入 透析 带 中 ,内 装 少 明 的 0.5x TE 削 
证 液 , 排 沪 他 ,在 0.5XTE 电 水 统 池 廊 时 流动 0.5 小 时 , 妆 DNA 全 部 旨 胶 局 及 二 地 水 
1 分 钙 。 电 诈 说 所 时 到 的 DNA 主 疫 遂 过 NAGCS 号 相 住 进 主 印花 和 和 请 活 NACS 尼 
析 往 为 美国 BRL 公司 出 遍 。 几 2 中 和 02M NaCl 十 TE 组 了 吊 液 洗 柱 , 肛 用 上 芋 开 24 
NaCl 十 TE 绥 冲 滚 进行 许 脐 ,收集 体积 为 100 微 升 。D NA 通过 乙醇 况 证 ， 然 后 次 解 于 
10 微 升 TE 缓冲 渡 中 。 

2. Southern ”有 印迹 及 杂交 DNA 探 针 采用 缺口 转 移 恋 (Nick translation) 制备 。 
DNA 杂交 参照 Southern 的 方法 (Southern，1975)。 具 体 条 件 与 笔者 询 段 工作 相同 ( 金 
明 洁 和 北 宜 权 ,1985 )。 

四 、 双 酶 混合 酶 解法 确定 各 酶 解 位 点 

在 单 、 双 酶 混合 酶 谱 中 存 正 冯 三 类 三 段 ( 见 图 5): 四 削 失 片段 : 它们 仅 存 在 于 单 酶 谱 
中 。 四 中 间 片 段 : 同时 存在 于 单 降 谱 和 双 酶 谱 中 ,并 共有 相 回 的 迁移 率 。 轩 来 疹 厅 段 : 仅 
存在 于 双 酶 谱 中 。 将 双 酶 混合 了 酶 解 芳 感 成 两 步 单 本 水 解 过 程 ,PDNA 被 第 一 种 眶 水 牌 后 产 
生 的 酶 解 片 段 进 而 被 第 二 太 栈 水解, 可 得 到 两 种 可 能 的 结果 :; 一 是 DNA 栈 1 片 女 中 存 
在 着 1 一 2 个 酶 2 的 位 点 。 这 类 上 乒 段 从 以 单 酶 谱 中 融和 失 , 豆 称 为 洋 类 厂 段 ;同时 在 双 酶 谱 
中 产生 新 的 片段 其 术 汕 片 段 。 另 一 是 DNA 效 1 片段 中 不 存在 着 柳 2 位 点 ,它们 与 末端 
片段 共 问 组 成 消失 片段 ,并 且 总 是 位 于 消失 片段 的 中 部 ,天 称 为 中 闪 片 段 。 由 此 可 知 每 条 
消 类 片段 是 由 西 条 末端 片 和 0 一 (x 一 1) 条 中 间 片 段 组 成 。 因 此 从 单 、 双 酶 混合 酶 解 图 谱 
中 找 出 中 间 厂 段 和 来 端 段 ,通过 它们 的 随机 组 合 和 分 子 量 积 如 ， 与 消失 片段 分 于 县 重合 ， 
从 而 确定 消失 厅 段 的 组 成 。 根 据 酚 种 本 的 各 庇 拓 片段 的 下 各 区 域 : 使 订 肛 得 以 延 作 : 坚 终 
得 出 各 组 购 解 订 屋 的 师 序 。 
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结 采 与 分 术 
一 、HaNPY 基因 组 的 限制 性 内 切 酶 谱 
HaNPV-DNA 分 别 用 BglI、BstEII、EcoRI、Xhof，Pst 和 ”Alul 消化 后 产生 的 电 
泳 图 谱 见 图 1， 各 酶 解 片 段 分 子 量 见 表 1。 由 此 可 知 HaNPYV 基因 组 分 子 量 为 75.8X 
105, 





图 1 HaNPV-DNA 的 限制 性 内 切 酶 谱 
1. EcoRI 2. Bgll 3. BstFIl 4. EcoRI 5, Xhol 6. Pst1 7. Alut 8. HindII 9， Salr? 


二 、DNA 片段 的 克 分 子 数 

用 Joyce Loebl 扫描 仪 ( 波 长 620nm) 对 DNA 的 PstI 酶 谱 进 行 扫描, 并 以 PstI 和 
Bgll 酶 谱 作为 对 照 。 结 果 ( 图 2、 表 2) 表 明 PstI 酶 谱 的 第 一 条 带 (Pi) 为 双 克 分 子 带 , 即 
它 是 由 两 条 分 子 量 十 分 接近 的 DNA 片段 所 组 成 ,分 别 表示 为 P*，P?。 

三 、 当 交 法 判断 酶 解 位 点 

用 Xhol 消化 DNA，, 经 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 后 将 每 个 片段 分 别 回收 制 成 探 针 。 同 
时 DNA 用 PstI 消化 ,电泳 分 离 后 转移 至 硝酸 纤维 素 滤 膜 上 ,然后 分 别 与 各 个 Xhol 酶 
解 片 段 探 针 杂 交 。 所 得 结果 如 图 3。 由 图 中 可 见 : 
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表 1 HaNPV-DNA 各 酶 解 片段 的 分 子 时 











~ 人 分 于 县 Bgl 1 BstEII EcoR 1 Xho 1 pst 1 BamH 1 
厂 恨 ~ 人、CMW.,Xx10) 
~ ce | ee tt 
1 10.7 23 8.5 41.8 31.5 31.3 
2 9.5 14 7 .8 16.5 31,5 11.8 
3 7.8 8.6 5,8 8.4 6.8 8.8 
4 6 6.4 5.6 7 3.9 8.2 
5 4.9 5 .4 4 2.1 2.0 5,1 
6 4.19 4.5 3 .9* 3.7 
7 3.2 3.9 3 .9 2 ,35 
8 3 .05 3 ,1 3.8 2 .1 
9 3.05* 2.9 了.6# 1,2 
10 2.95 2.45 3 .6# 0.8 
11 2.70 1.78 3.5 
12 2,55 2,85 | | 
13 | 2.2 | 2.75 | | ] 
14 | .9 2.7 
15 1 65 2 
i6 1 05 35 
17 1,5 ?.15 
ia | | .95 
19 1 3 1 78 
?0 1.23 1,.6 
21 ! 0.75 
22 0.8 
23 0.7 
MW 75,.97 76 .03 75.83 75.8 75.7 75.35 
* 冯 克 分 子 带 


1. XX 片段 与 P,Ps、P; 杂交 。 即 Pi、 Ps、P; 为 相 令 片段 ,其 排列 方式 有 三 种 可 能 ; 











Ps  P! ，P: Pi Pp» Ps P: Ps Pz 
en pe ee arg 
其 2 必 2 | 2 


由 于 Xs 片 毁 的 分 子 量 小 于 P'; 即 它 不 可 能 完全 包含 P, 片段 ， 故 第 一 种 结构 是 不 存 
在 的 , 膏 朋 P2z、P， 一 定 是 两 条 相 邻 的 片段 。 

2. P 只 与 和 杂交 而 不 与 其 他 任何 Xhol 片段 杂交 , 说 明 P, 完全 包括 在 Xi 片段 中 。 
并 且 由 各 片段 分 子 量 可 知 Xi 一 定 与 光荣 片段 (P14、 Pi1) 部 具有 同 涯 性 ,因此 推测 Pt、 
Pt、P， 的 排列 为 : 
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B logA 
A logA 
3 
2 
] m= 二 1 
4 一 
0 15 3 45 6 7.5 迁移 率 
\ A 
C Pi 
logA 





0 2 4 6 8 ”10 迁移 率 
Bi Be _ | Bo?, 8,9 


Fa Bs Hs Be ps / By, 中 
4 14， 
B16 
Br : 


图 2 HaNPV-DNA 酶 谱 的 扫描 图 
- A。HindII B, PstI C， pst 工 和 Bgl 1。Pstl 和 Bgll 分 别 降 解 DNA 取 等 量 的 酶 解 样 品 加 于 同一 样品 
楼 中 电泳 ,对 所 得 隆 谱 进行 扫描 。 Pi 一 P， 表示 Pst 各 带 ,在 坐标 中 用 表示 。 Bi 一 By 表示 Bgll 各 带 ， 
在 华 标 中 用 表示。 m 表示 各 片 妇 克 分 子 数 。 
因而 得 出 DNA 的 初步 图 谱 如 图 4。 
四 、 双 酶 混合 酶 解 判断 各 酶 解 位 后 
用 Xhol 二 PstI 混合 消化 DNA， 同 时 分 别 用 这 了 两 种 酶 作 单 酶 消化 ， 所 得 酶 谱 以 及 
各 厂 段 分 子 量 见 图 3。 由 图 5 可 见 : Xhol 十 PstI 双 酶 谱 中 第 3 条 市 [用 (x 十 ph) 表示 ， 
如 此 类 推 1, 第 4、5、6、9、10 条 带 为 中 间 片 段 , 其 余 为 末端 片段 。PstI 单 酶 谱 中 的 Pi、 Xhol 
单 族谱 中 的 匀 、X; 为 消失 片段 。 通过 中 间 片 段 和 末端 片段 的 分 子 最 随机 组 合 与 积 加 确 
定 各 消失 片段 的 组 成 : 
从， 一 (xz +p) 十 (xz 二 Pp) 十 (x 十 也) 
和 一 (十 bb) 十 (十 bi 二 (xz +p +(x + pb) 
P 由 于 是 双 克 分 子 带 ,其 情况 较为 复杂 ,存在 四 种 可 能 结构 ; 


注 ; 黑体 字 事 示 消 失 片 器。 印刷 体 为 来 端 片 中 。 和 斜体 为 中 间 片 自 。 
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表 2 HaNPV-DNA 各 醇 解 片段 的 峰 面积 与 迁移 率 














PstlI 
峰 面积 (A) LogA | 迁移 率 
P， 153.8 : 2.19 1.6 
P， 10.35 1.20 2.7 
P， 3 .全 . 0.51 3.7 
Pp, 2.07 0.316 4 
Pst I 与 Bgl I 
人 

峰 面积 (A) Log A 迁移 率 
P, 400 2.6 2.1 
P, 224 2.35 2.9 
Ps 220 2.34 3.25 
P, 202 2.36 3.6 
Pp, 183 ”2.26 4.1 
Ps, 167 2.22 4.35 
P， 161.5 2.21 5.1 
P， 174 2.24 5.4 
P， 153 .3 2.19 5.85 
Pio 330.。5 2.52 6.3 
P,, 208 .5 2.32 7.0 
P，， 107 2.03 7.7 
Pp,, 189 2.28 7.9 
Pp,, 169 . 2.23 8 .5 
Pp 92 1.96 8.9 
Bs 63 1.8 9.6 





| "hs 
上 而 
图 3 HaNPV-DNA 的 Xhol 酶 解 片断 与 PstI 4 用 Xho I 消化 DNA 得 到 的 
梅 谱 杂 交 图 HaNPV-DNA 初步 图 谱 


X, 一 X, 分 别 代 表 Xho 1 酶 解 各 片段 ( 探 针 》 
P, 一 Ps 分 别 代 表 Pst 【 酶 解 各 片段 


1.Pit= (x 二 +p) +(r++p), + (x 二 pp) 
Pi = (x 十 记 ); (x tp); Ta +p) 十 (x + Pp)s 
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I 2 3 
315 250 — 41.8 
315 一 149 i165 
84 .84 
ES 二 
2 一 一 38 
305 
.265 
2 1 
二 一 二 2 





图 5 Xhol 十 Pst 1 双 酶 解 图 谱 


右 图 : 1. Pst [ 2. Xhol 十 PstI 3. PstI 4。HindII 5,Sallt 左 图 中 数字 表示 各 片段 分 子 量 


2.PA= (x +p) + (x+p), + (x 十 已) 
P? = (x+p)s + (x +p)s + (x 十 py 十 (z +p)s 
3.Pi=(x tp)h +(r+p), + (x tp)s 
Pi =(xr+p), +(r+p) +(r +p), + (x 十 户 ) 
4. Pit = (x 二 PP) 十 (x +p), + (x +p): 
Pi=(x +p); + (r+p) + (r+p), 十 (zx 十 户 )7 
在 后 两 种 情况 下 产生 的 物理 图 谱 分 别 与 前 二 者 相同 ， 可 排除 。 通 过 各 消失 片段 的 重 
登 区 域 , 使 斤 钼 得 以 延伸 。 
在 第 一 种 情况 下 ; 


在 第 二 种 情况 下 : 





30 涪 
Ks Xi 3 及 4 Xz2 
~ oe 
.25 2 14.9 2.65 7 38 3.05 
ee 一 一 
PN EE 
3.05 ?.1 25 14.9 8.4 7.1 2.65 
pt Bs PpE Pa Ps 





Kt 


Rhol Pt 波 六 消化 DNA， 得 到 的 HaNPV-DNA 汐 陋 红 5 开 能 到 哲 图 谐 


为 了 进一步 确定 哪 一 组 结构 为 正确 ,选用 Xhof 十 BamH1 作 忱 障 消 化 ,所 得 结果 大 
图 7。 通 过 中 间 厅 段 与 末 间 片段 的 随机 组 合 , 可 确定 各 消 尖 片段 的 组 成 : 
=X+ B+(X+ 8B), T(xX 二 Bt，(X+B),, +(X + B),+(X+tB) 


RK,—=(X+B),+(X+B) +(X+B) T(xX +B), +(X +B), 
有 ,一 【X 十 有 5) 十 (X 二 了 hn 


B=(X+B)+(X+B)+(X+B), 
B= (X-r B)-+t (XB, (X + B), 
了 ,一 (X 二 DB) 十 (和 二 5) 


通过 两 种 眩 冲 消失 片段 的 焉 过 区 域 ,可 使 片段 延伸。 从 而 得 出 : 





Ks .1 3 3 Xe 
和 。 
[Dt 
6.4 8.8 ,5.1 2.350,8 18 48 ,2.2.6.2 ， 3.7 ,2.1:1.2 3.2 
人 在 
”3.2 2.0 6.4 18 iB.4 4.8 2,% 86.2 
* we 一 人 人 一 人 一 ~ 
B> Ba, Bs, B?, Bi Bi By Be Bs By 


由 此 确定 了 Xhol 酶 解 片段 的 全 部 顺序 ,得 知 图 6A 所 示 的 结构 是 正确 的 。 综 合 以 
上 所 但 结果 ,组建 出 HaNPY 基因 组 的 物理 图 谐 如 图 8。 
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1 2 3 
一 一 41.3 18 一 一 31.3 
一 ”164 .11.8 
8.8 .8.8 
一 -8.4 =—= 84 5 
-一 一 7.0 .6.4 
一 ”6.2 
二 一 :1 人 
48 
ER 二 了 
ee 
2.35 2.35 
= 人 22 一 一 2.1 
-20 21 
2.0 
二 站 一 一 12 
— 0.8 ——.0.8 





7 Xhol + BamH1 双 酶 解 图 谱 
右 图 ， 1，Xhol 2.XhoI 二 BamHI 3.BamHI 4。HindIIz 5。 Sall 左 图 中 数字 表示 各 片段 分 子 量 





图 8 HaNPYV 的 基因 组 物理 图 谱 


讨论 
在 组 建 HaNPV 基因 组 的 物理 图 谱 过 程 中 , 由 于 PstI 酶 谱 中 的 第 一 条 带 为 双 克 分 子 
带 , 因 而 产生 了 一 些 麻烦 。 对 于 线性 DNA 分 子 ， 可 通过 末 问 标记 进行 部 分 酶 解 来 确定 
:+、Pi 的 准确 分 子 量 和 位 置 。 但 HaNPV-DNA 是 环 状 分 子 。 本 实验 除了 采用 前 述 
几 种 内 切 酶 外 ,还 分 别 用 HindII.， BgII，SalI Hpal 等 酶 进行 消化 ， 均 得 到 多 条 带 带 谱 、 
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没有 找到 单 团 点 的 内 切 酶 、 故 不 能 采用 部 分 降解 法 来 确定 Pt 和 和 Pi。 本 实验 通过 两 次 双 
隆 混 合 酶 解 和 杂交 技术 ,确定 了 Xhol 醉 解 位 点 的 全 部 顺序 。 这 也 有 反 证 了 Pt 和 Pi 的 位 
二 是 正确 的 。 

不 同 浓度 的 琢 脂 糖 凝 腕 具有 不 同 的 分 辩 率 。 0.7% 的 凝 胶 通常 可 测量 大 小 在 10 x 
10 或 15 X 10 以 下 的 片段 。HaNPV-DNA 的 Ball 和 EcoRI 酶 解 片 段 分 子 量 在 此 范 
国内 ， 可 认为 所 得 HaNPV-DNA 的 分 子 量 75.8 X 10 基本 上 是 准确 的 。 对 于 其 他 内 切 
酌 酌 解 片 恨 可 直接 从 标准 曲线 上 查 出 除 节 大 刻 段 外 的 全 部 族 段 的 分 子 量 , 用 DNA 的 总 
分 子 减 去 这 些 厂 段 分 子 量 之 和 即 为 最 大 片段 分 子 量 。 杂 交 实 验证 明了 由 这 种 方法 所 得 的 
分 子 量 做 出 的 物理 图 谱 是 正确 的 。 
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A PHYSICAL MAP OF HELIOTHIS ARIMGERA NUCLEAR 
POLYHEDROSIS VIRUS GENOME 


JIN MING-JIE CAT YI-OUAN 


(Wauhan Tnsrirmie of Virolory, /lcademig Sinica) 


A physical map of the 76X10 dalton cireular DNA genome of Heliohis arimgera NPV 
lias been constructed with the methods of hybridization and multiple restriction cndonucleases 
digestion, ‘The complete order of Xhol restriction enzyme sites has been determined. The Pstl, 
BamHI fragmenis have heen partially ordered, and their general locations related to Xhol 
map have been determined. 
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